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論 文 内 容 要 旨
脂質の吸収 に重要な役割 を果た している胆汁酸 は,.通常 グリシン又 はタウリン抱 合型 として,腸 肝 とい
う閉鎖的 な系 に局在 してい るため,血 中,尿 中には,極 微量 にしか存在 しない。 しか し,各 種肝胆道系疾
患時 にはその排泄量が増大す るばか りか,サ ルフェー トのみな らず グルクロン酸抱合体 も排泄 され る。 こ
のため,病 態 との関連 を明 らか にする上 で,胆 汁酸 グル クルニ ドの信頼度の高い測定法 の開発が必須 とな
る。 そこで,イ オ ン性 の高極 性化 合物の直接測定 に威力 を発揮 す る液体 クロマ トグラフ ィー(LC)/エ
レク トロスプ レーイオ ン化(ESI)一マススペ ク トロメ トリー(MS)を 用いて,胆 汁酸 グルクロニ ドの高
感度一斉分析法 の開発 を行 な う.とともに,蛋 白質 との反応 について検討 を加えた。
従来,グ ルクロン酸 の抱合位置は,ス テロイ ド核上3位 水酸基 とされてい る。これ ら3一グルクロニ ドは,
分子内 に2つ のイオ ン性官能基,す なわちグルクロニル基 と,pKa値が それぞれ6.5(遊離型),4.5(グリ
シン抱合型),1.5(タウ リン抱 合型)の 酸性官能基 を17位側鎖 に持 ってい る。そこで,こ れ らの イオン化
効 率 と移動相 中の緩衝液 との関係 を検討 した。移動相 に酢酸 ア ンモ ニウム/メ タノール混液 を用 いてESI一
マススペ ク トル を測定 した ところ,遊 離型 では一価 イオ ン[M-H】一のみを与 えるの に対 し,グ リシン並び に
タウリン抱合型 では二価 イオ ン[M-2H]2一の生成が強 く見 られ た。 また,緩 衝液 中の酸 を酢 酸(pKa4.7)
か ら,ギ 酸(pKa3.8)並び に トリフルオロ酢酸(pKaO.2)に変 える と,後 二者 の[M-2H】2一の生成 が大 き
く減少 し,ト リフルオロ酢酸で は,い ず れのグルクロ ドも[M-Hrのみを生成する こ.とが判 った。 これ らの
ことは,酸 性化合物 のESI測定 において,測 定対象物 よ りも酸[生度 の弱 い(pKaの大 きい)酸 を構成成分
とする緩衝液 を用 いる と,よ り高い イオン化効率が得 られ るこ とを示 してお り,ESIにおけるイオ ン化 に
新 た な知見 を加 えた もの といえる。3一グルクロニ ド15種の一斉分析 は,ODS系 カラム を用 い,擬 分子 イ
オ ン[M-H]一をモニ タリングイオ ンとす るselectedionmonitoring(SIM)によ り可能 で,200fmolとい う感
度が得 られ,従 来のUV法 に比べ1000倍高感度 であった。生体試料 中か らの胆 汁酸3一グル クロニ ドの抽 出
は,ODS系 のSep-PakC18による固相抽 出 と,疎 水性 イオン交換 ゲルPHP-LH-20によるpKaの差 に基づ く
分画法 を組み合わせた前処理法が有効であ った。本法 を用 いて ヒ ト尿 中3一グルクロニ ドの測定 を行 なった
ところ,健 常人尿 中に も3一グル クロニ ドが存在す るこ とをは じめて証 明する とともに,多 量排泄す るもの
と予想 された肝胆道疾患時 で も,そ れほ ど高濃度 ではないこ とが判明 した。胆汁酸3一サル フェー トでは肝
胆道疾患時 において排泄量が健常人の数十倍 に も達す るこ とが知 られてお り,今 回得 られ たグル クロニ ド
の測定結果は,グ ルクロニ ル トランスフェラーゼ(UDPGT)の特性 に起因す るもの と推測 され る。
引 き続 き,肝UDPGTの特性 を明 らか にすべ く,胆 汁酸15種類 をラ ッ ト肝 ミクロソーム画分 とイ ンキュ
ベ ー トし,生 成するグルクロニ ドをLCIESI-MSにて測定 した。その結果,遊 離型胆汁酸 をイ ンキュベー ト
した時のみ,ク ロマ トグラム上 にグルクロニ ドに相 当する ピークが認め られたが,い ずれ も3一グル クロニ
ド標 品 とは保持値が一致 しなかった。一方,グ リシンあ るい はタウ リン抱合型胆汁酸 を基 質 とす る場 合,
グルクロニ ドに相 当する ピークは認め られなかった。炭素数の短い ノル胆汁酸 や酸性薬物で はカルボキ シ
ル基 を介 した不安定 なエステル型 グルクロニ ドに変換 されるこ とが知 られている。 そこで,生 成物 を弱 ア
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ルカ リ水溶液で処理 した ところ,加 水分解 された遊離 の胆汁酸が確認 された。 このこ とはエ ステル型 グル
ク ロニ ド(24一グル クロニ ド)の 生 成 を示唆 した もので ある。そ こで,標 品 と して胆汁酸24一グルクロニ
ド ・アセテー トメチルエステル誘導体 αお よび βアノマーを合成後,イ ンキュベ「 ト混合物 をアセテー ト
メチルエ ステルに誘導 して,中 世化合物 の測定 に威力 を発 揮す るLC/大気圧化学 イオ ン化(APCI)一MSを
用 い,直 接比較 を行 なった ところ,標 品 とよ く一致 した。 なお,胆 汁酸 とグル クロ ン酸 との結合様 式は β
であった。本条件 下,従 来 か ら考 え られてい る3一グルクロニ ドの生成は確認 されなか った。今回,胆 汁酸
のグル クロン酸抱合 は3位 ではな く24位が優先 し,不 安定 なエス テルグルクロニ ドが生成す ることを,今
回は じめて証 明 した。
次 に,そ の体 内動態 を明 らか にすべ く,化 学 的安定性 に乏 しい胆汁酸24一グルクロニ ドの標 品 を合成 し,
高感度一斉分析法 の開発 を行 なった。methylα一D-glucosideより7工程 で調整 したbenzyl2,3,4-tri-0-benzyl-
D-g豆ucopyranuronateをイ共与糖 として,胆 汁酸 との光延反応 による縮合 反応,さ らに接触還元 に より胆汁酸
24一グルクロニ ド標 品5種類 を合成 した。次 いで,ESI-MSにお ける挙動 を精査 し,カ ラム にODS系固定相 、
移動相 に酢酸 ア ンモニ ウム/ア セ トニ トリル混 液 を用 い る高感 度分析 法 を設定 した。本 法 の感 度 は10
fmolとい う感度 であった。生体試料 中か らの24一グル クロニ ドの抽出 は,そ の不安定性 を考慮 し,酸 性条
件 下でOasisHLBカートリッジのみ とい う迅速 ・簡便 な前処理法 を設定 した。本 法 を用い て ヒ ト尿 中24一
グル クロニ ドを測定 した ところ,健 常 人尿 中に24一グル クロニ ドの存在 する ことを直接証 明 した。 とりわ
け二次胆汁酸 であるデオキシコー ル酸(DCA)24一グル クロニ ドが他の胆汁酸 に比べ 多 く排泄 されてお り,
大変興味深い。
一般 に,エ ステルグルクロニ ドは生理 的条件下,不 安定で,容 易 に加水分解 を受け るばか りか,分 子 内
アシル転位 を引 き起 こす。 しか も,蛋 白質 と トラ ンスアシレーシ ョンに よりアグ リコンが直接結 合 した付
加体,あ るいはアシル転位 を伴 うグルクロ ン酸 を介 した付加体 を与 え,こ れ は各種肝 障害 を引 き起 こす原
因物質 になるこ とも考 えられる。そこで,モ デルペ プチ ドお よびモ デル蛋 白質 と して,そ れぞれダイノル
フィンA(6-17),ニワ トリ卵 白 リゾチームを取 り上げ,リ トコール酸24一グル クロニ ド(LCA24-G)と非
酸素条件下,反 応 させ,そ の生 成物 の構造 を生体高分子 の直接測定 に威力 を発揮 するマ トリックス レーザ
ー脱離 イオン化(MALDI)一飛行時 間型質量分析法(TOFMS)を用いて解析 した。LCA24-Gとダイノルフ
ィンA(6-17)またはリゾチーム を緩衝液 中で反応 させた ところ,時 間の経過 とともに24位カルボキシル
基 を介 して付加体 とグル クロン酸 を介 した付加体が認め られた。 さらに結合位置 について も解析 した とこ
ろ,ダ イノル フィンA(6-17)ではArg-1またはLys-8に,リゾチー ムではLys-1またはLys-97に結合 して
いるこ とが判 明 した。 これ らの結果か ら胆汁酸24一グル クロニ ドは蛋 白質付加体 を生成す る代謝 活性 中間
体 であ る可能性 が指摘 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
コレステロールの異化代 謝産物 である胆汁酸は,通 常 グ リシ ンあるいは タウ リン抱合体 と して腸肝 とい
う閉鎖 的な系 に局在 しているが,各 種肝胆道疾 患時には,サ ルフェー ト(S),グル クロニ ド(G)と して
尿 中へ と排泄 されるようになる。 このため これ ら抱合体 の体 内動態 を明 らかにす るこ とが病態解 明の上 で
重要 となる。 しか し,胆 汁酸 グル クロニ ドについてはい まだ十分 な解析 がな されてい ない。本論 文 は,こ
う した観点か ら感度,特 異1生に優れ る測定法 を構築す るとともに,グ ルクロン酸の抱合部位 に吟味 を加 え,
蛋 白付加体形性の可能性 に も検討 を加えた ものであ る。
先ず,胆 汁酸3-G標品15種を用 い,ク ロマ トグラフ的挙動 に精査 を加 え,一 斉分析条件 を設定す るとと
もに,ESI条件下 にお けるこれ らグル クロニ ドの効 率的負 イオ ン生成 条件 を確 立 し,LCIESI-MSよる高感
度一斉分析法 を構築 した。引 き続 き,前 処理法 を工夫 し,尿 試料 へ適 用 した結果,健 常人尿中 にも胆汁酸
3-Gの存在 す ることをは じめて明 らか に した。一方,肝 疾 患時 にお ける変動 は,胆 汁酸3-Gのそれ と異 な
り,ほ とん ど見 られ なか った。そ こで,肝 におけるグルクロニル トランスフェラーゼ の特性 を精査す るこ
ととした。
す なわち,遊 離型,グ リシン並 び にタウリ ン抱合型胆 汁酸15種 をラッ ト肝 ミクロゾー ム とイ ンキュベ
ー トし,生 成す るGを 先 のLCIESI-MSにて測定 した。その結果,グ リシン,タ ウリン抱合型Gに 相当する
ピー クは全 く認 め られず,遊 離型Gに 相当する ピークのみが観察 された。 しか も,そ れ らの保持値 は標 品
の3-Gとは異なるばか りか,ア ルカ リ性 にす る時それ らの ピー クは消失 し,新 らた に遊離 型の胆 汁酸 と一
致する ピー クが出現 した。 これ らの結果 か ら,生 成物 は3-Gではな く「,24位カルボキシル基 に結合 したエ
ステル型Gで ある ど推測 されたため,イ ンキュベーシ ョン混合物 をメチ ル化,ア セチ ル化反応 に付 し,標
品の アセ テー ト ・メチルエステル体 と比較 し,そ の構造 を24-Gと決定 した。次いで,従 来 困難 とされた
エ ステル型の胆汁酸24-Gの合成法 を確 率す る とともに,LCIESI-MSによる高感度一斉 分析 法 を構築 し,
尿試料へ の適用 を試み,ヒ ト尿 中に本Gの 存在する ことを世界 に先駆けて立証 した。
一方,エ ステル型Gは 反応性 に富 み,一 種の活性 エステル とも考 え られ,遊 離ア ミノ基 を介 して蛋 白質
と縮合 し,不 可逆的 な付 加体 を形成す るこ とが予測 される。そこでモデ ルペ プチ ド,蛋 白質 として それぞ
れ ダイノル フ ィンA,ニ ワ トリ卵 白リゾチーム を取 り上 げ,非 酵素 的存 在下反応 させ,生 成物 の構造 を
MALDI-TOFMSにて解析 し,胆 汁酸が付加 した生成物 を与 えることを見 い出す とともに,そ の結合位置が
前者でArg-1とLys-8,後者でLys-1及びLys-97であ ることを証 明 した。
以上,本 論 文は胆 汁酸 グルクロニ ドを取 り上 げ,高 感度測定法 を構築 して病態解析 への適用 をはかる と
と もに,グ ルク ロン酸の結合位置が主 に24位あ るこ とをは じめて明 らか に した。 さ らにこれ らエ ステル
グルクロニ ドが容易 に蛋 白 と結合 し付加体 を与 えるこ とを立証 し,胆 汁酸 のグルクロン酸抱 合に新 らたな
知見 を加 えた。 よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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